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Lühendid 
18S- 18S ribosomaalne RNA (18S ribosomal RNA) 
ACTB- β-aktiin (Beta-actin) 
AGO – Argonaut (Argonaute)  
Bax- bcl-2-like protein 4 
Bcl-2- B-rakuline  lümfoom  2  (B-cell lymphoma 2) 
BIRC5- baculoviral inhibitor of apoptosis repeat-containing 5 
CDK – tsükliin-sõltuv  kinaas  (cyclin-dependent kinase ) 
cDNA- komplementaarne DNA (complementary DNA)   
CLL – krooniline  lümfotsüütiline  leukeemia  (chronic lymphocytic leukaemia)  
Ct– lävitsükkel  (cycle threshold)   
DGCR8 – kaheahelalise RNAga seonduv valk (DiGeorge syndrome critical region gene 8) 
TAR – transaktivatsioonitundlik (transactivation responsive)  
DMEM- Dulbecco's Modified Eagle Medium 
dsRBP- kaheahelalise RNAga seonduv valk (double-stranded RNA-binding protein) 
E2F3 – E2F perekonna transkriptsioonifaktor 3 
Foxo- Forkhead box subfamily O 
GAPDH- Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
NLE- neutraalne lipiidne emulsioon (neutral lipid emulsion) 
 Noxa- Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 
PBS– phosphate-buffered saline 
PC-3- inimese  eesnäärmevähi  rakuliin  (human prostate cancer cell line) 
Pre-miRNA – prekursor-miRNA  
pri-miRNA –  mikroRNA primaarne eellasmolekul 
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Puma- p53 upregulated modulator of apoptosis 
RISC-RNA indutseeritud vaigistuskompleks (RNA-induced silencing complex) 
SIRT1- silent information regulator 1 
TGI- tuumori kasvu inhibeerimise efektiivsus (tumor growth inhibition)  
TP53- tuumorvalk 53 (tumor protein 53) 
TRBP – transaktivatsioonitundlik RNA-seonduv valk    
UTR- mittetransleeritav ala (untranslated region)  
YY1- yin yang 1 
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Sissejuhatus 
 
Vähk   on   maailmas   üks   levinumaid   surmapõhjustajaid.   2008   aastal   suri   vähi   tõttu   7,6   mln  
inimest, mis moodustab  13%  kõikidest   surmadest1. Vähk  on  multifaktoriaalne  haigus,  mille  
arengus  on  olulised  nii  geenid  kui  ka  keskkonnamõju.  Eesnäärmevähk  on  üks  sagedasemaid  
vähkkasvajaid   meestel   kopsuvähi   järel.   Risk haigestuda kasvab vanusega ning kokku 
haigestub elu jooksul üle  15%  meestest.   
Paljud   uuringud   on   näidanud,   et  mittekodeerivad  RNAd   on   olulised   geenide   avaldumise   ja  
rakuliste   protsesside   regulaatorid.   Üheks   enimuuritud   mittekodeerivate   RNAde   klassiks   on  
mikroRNAd (miRNAd), ~22 nukleotiidi pikkused regulatoormolekulid, mis seonduvad 
mRNA  komplementaarse  järjestusega.  Nad  osalevad  olulistes  bioloogilistes  protsessides  ning  
mõjutavad  ka  vähiteket. 
Viimastel aastatel on uuritud miRNAde ekspressiooni muutusi erinevates   vähitüüpides  
(Garzon R jt., 2009).   Paljudes   vähitüüpides   on   miRNAde   ekspressioon   ning   normaalne  
funktsioon   häirunud.  Kuna  mitmed  miRNAd   kontrollivad   onkogeenseid   signaaliradasid,   on  
uuritud  võimalusi  kasutada  neid  terapeutiliste  agentidena  (Wiggins JF jt., 2010).  Näiteks  võib  
tuua tuumorsupressor miRNA miR-34a, mille ekspressioon on alla reguleeritud paljudes 
kasvajates,  sealhulgas  ka  eesnäärmevähis.   
Käesoleva   magistritöö   eesmärgiks   on   uurida   sünteetilise   miR-34a miimiku toimet 
sihtmärkgeenide ekspressioonile PC-3 rakuliinis ning hinnata sellise   katsesüsteemi  
kasutatavust miR-34a asendusravi  väljatöötamisel. 
 
                                                          
1  http://www.who.int/features/factfiles/cancer/en/ 
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1. KIRJANDUSE  ÜLEVAADE 
1.1 miRNAde avastamine ja levik. 
MikroRNAd   (miRNAd)   on   väikesed   (22-25 nt), evolutsiooniliselt konserveerunud 
mittekodeerivad RNA molekulid, mis toimivad geenide ekspressiooni post-
transkriptsiooniliste regulaatoritena erinevates organismides (Lin H. ja Gregory J, 2004). 
miRNAd moduleerivad sihtmärkgeenide   ekspressiooni   mRNA   degradatsiooni   või  
translatsiooni inhibeerimise kaudu.  
miRNAd reguleerivad erinevaid bioloogilisi protsesse, kaasa arvatud rakkude proliferatsiooni 
ja differentseerumist ning organismi arengut.  Samuti  on  nad  seotud  rakutsükli  regulatsiooniga  
ning   vähitekke   protsessiga.   Vähitekkes   võivad   nad   toimida   nii   tuumorsupressorite kui ka 
onkogeenidena (Javed A jt., 2013).  
miRNAd avastati 1993. aastal nematoodis Caenorhabditis elegans, kui   kirjeldati   väike  
mittekodeeriv RNA molekul lin-4, mis reguleerib lin-14 ekspressiooni (Lee R jt., 1993). Paar 
aastat hiljem avastati  järgmine  miRNA  (let-7), samuti nematoodist C. elegans (Reinhart BJ jt., 
2000).   Pärast   lin-4 ja let-7 avastamist   eristati   miRNAd   eraldi   väikeste   mittekodeeritavate  
RNAde  rühmana  (Kim VN jt., 2009). Praeguseks on kirjeldatud erinevatest organismidest 24 
521   juuksenõela  struktuuri  omavat  prekursor-miRNAd  ning  30  424  küpse  miRNA  järjestust  
206 erinevas liigis (miRBase, v20, Juuni 2013) (Kozomara A. Ja Griffiths-Jones S, 2013).  
 
1.2 miRNAde biogenees. 
miRNAde   sünteesirada   on   imetajatel   mitmeastmeline   protsess (Joonis 1). See algab 
rakutuumas,   kus   miRNA   geen   transkribeeritakse   RNA   polümeraas   II   (või   erandjuhtudel  
polümeraas   III)   poolt.   Selle   tulemusena  moodustub   algne   transkript   ehk   primaarne-miRNA 
(pri-miRNA), mis on kuni mitu tuhat nukleotiidi pikk (Lee Y jt., 2004). Pri-miRNAd  võivad  
pärineda   ka   valku   kodeerivate   geenide   intronidest   (Carthew RW. ja Sontheimer EJ, 2009). 
Kanoonilises   miRNA   sünteesirajas   toimub   pri-miRNA   töötlemine   kahes   etapis   ning   seda  
katalüüsivad  kaks  RNaas  III  perekonna  ensüümi  Drosha  ja  Dicer,  mis  töötavad  koos  dsRNA- 
seonduvate valkudega (dsRBP,  double-stranded RNA-binding protein). Imetajatel on 
nendeks DGCR8 ja transaktivatsioonitundlik (TAR, transactivation-responsive) RNA 
seonduv valk TRBP (Krol J jt., 2010). 
Pri-miRNA   töötlemise   esimene etapp toimub rakutuumas, kus see seondub pri-miRNA-
7 
 
mikroprotsessor   kompleksiga   ning   seejärel   lõigatakse   spetsiifilise   Drosha-DGCR8 (Pasha) 
kompleksi   poolt   väiksemaks,   ~70   nukleotiidi   pikkuseks   juuksenõela   sarnaseks   struktuuriks  
ehk prekursor-miRNAks (pre-miRNA) (Denli AM jt.,2004; Gregory RI jt., 2004; Lee Y jt., 
2003).   Töötlemise   teises   etapis   transporditakse   pre-miRNA tuumamembraani valgu 
eksportiin-5  vahendusel   tsütoplasmasse,  kus  Dicer   lõikab   sellest  TRBP  kaasabil  välja  19-23 
aluspaari pikkuse miRNA/miRNA* dupleksi (Yi R jt., 2003). Tekkinud dupleks seotakse 
helikaasi  poolt  lahti  küpseks  miRNAks  ja  passenger ehk star-järjestuseks  (miRNA*).  Samas  
on viimastel aastatel selgunud, et miRNA ahelate jagamine funktsionaalseks ning eeldatavasti 
lagundatavaks passenger-ahelaks   ei   ole   korrektne,   kuna   sõltuvalt   koest   ning   rakutüübist  
võivad   funktsionaalset   rolli   omada   mõlemad   ahelad.   Järgmisena   seotakse   küps   miRNA  
mitmest valgust koosnevasse struktuuri ehk RISC (RNA-induced silencing complex) 
kompleksi. 
Imetajatel koosneb RISC kompleks peamiselt AGO (Argonaute) perekonda kuuluvatest 
valkudest. Samuti sisaldab see ka valke, mis on vajalikud transkriptsiooni modulatsiooniks ja 
repressiooni indutseerimiseks (Chiang H jt., 2010; Ghildiyal M jt., 2010; Okamura K jt., 
2009). 
miRNA   toimib   RISC   kompleksis   giidmolekulina,   seondudes   sihtmärk-mRNA   3’-UTRile 
(Schwarz DS jt., 2003). Selle seondumise tulemusena toimub geeniekspressiooni 
reguleerimine   translatsiooni   repressiooni   või   mRNA   lagundamise   kaudu   (Filipowicz W, 
2005).  
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Joonis 1. miRNA biogenees. 
Tuumas  transkribeeritakse  miRNA  geenilt  RNA  polümeraas  II  abil  pri-miRNA,  mida  seejärel  
lõigatakse   mikroprotsessor   kompleksi   poolt,   kuhu   kuuluvad   Drosha   ja   DGCR8.   Selle  
tulemusena moodustub pre-miRNA.   Järgnevalt   viib   eksportiin-5 pre-miRNA   tuumast   välja  
tsütoplasmasse,  kus  see   lõigatakse  Dicer’i  poolt  ning  moodustub  miRNA-miRNA* dupleks. 
Küps   miRNA   seondub   RISC   kompleksiga,   kus   miRNA   toimib   giidmolekulina,   juhtides  
kompleksi   sihtmärk-mRNA   3'   UTR   järjestusele.   Selle   seondumise   tagajärjel   toimub   kas  
mRNA   translatsiooni   mahasurumine   või   mRNA   lagundamine   (modifitseeritud   Javed A jt., 
2013 järgi).   
 
1.3. miRNAde toimemehhanism. 
miRNAd   moodustavad   olulise   geeniekspressiooni   regulaatorite   klassi   tänu   oma   võimele  
moduleerida ekspressiooni ilma   seda   täielikult   maha   surumata.   Tänapäevaks   on   avastatud  
rohkem kui 1000 inimese miRNAd (Griffiths-Jones S jt., 2008) ning ennustatud rohkem kui 
45000   3’-UTRis asuvat miRNA seondumissaiti. Samuti reguleerivad miRNAd rohkem kui 
60% inimese valku kodeerivaist  geenidest.  Hinnatakse,  et  loomadel  on  miRNAde  sihtmärgiks  
ligikaudu 30% geenidest (Javed A jt., 2013; Friedman RC jt., 2009; Pasquinelli AE, 2012). 
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Samuti  võib  üks  geen  olla  reguleeritud  mitme  miRNA  poolt  ning  ühel  miRNAl  võib  olla  mitu  
sihtmärki.   Ühel  miRNA   perekonnal   võib   olla   aga   kuni   500   sihtmärkgeeni   (Garzon R jt., 
2010). 
Sihtmärgiga  seondumine  toimub  RISC  kompleksis,  komplementaarsuse  alusel  miRNA  5`otsa,  
(nn seed- regioon, 2.-8.  nukleotiid)  ja  sihtmärk-mRNA  3´UTR'i  vahel  (Lewis  BP jt., 2003). 
Kui   toimub   miRNA   ja   mRNA   täielik   paardumine,   algatab   RISC   mRNA   degradatsiooni  
(Bartel DP, 2009). Mittekorrektse paardumise korral surutakse esmalt alla valgu translatsioon, 
millele  võib  järgneda  ka  mRNA  lagundamine  või   isoleerimine  translatsioonilisest  aparaadist 
(Djuranovic S jt., 2012; Jidong L jt., 2005). Enamik loomseid miRNAsid paarduvad 
sihtmärgiga  mittetäielikult,   seega   kehtib   translatsioonilise   inhibeerimise  mehhanism   paljude  
miRNAde   kohta.   See   mehhanism   viib   valgu   taseme   muutumisele,   mis   omakorda   võib 
reguleerida  näiteks  rakkude proliferatsiooni  või  apoptoosi  (Haifeng D jt., 2012).  
 
1.4.  miRNAd ja	  vähk. 
Vähk   on   multifaktoriaalne   haigus,   mille   üheks   põhjuseks   on   geeniekspressiooni   häirumine  
mutatsioonide  või  genoomsete  ümberkorralduste  tagajärjel.  Mitmed uuringud  on  näidanud,  et  
miRNAdel   on   oluline   roll   vähi   patogeneesis.   miRNAd   osalevad   vähirakkudes   häirunud  
protsesside   regulatsioonis,   nagu   näiteks   proliferatsioon,   differentseerumine   ja   apoptoos  
(Kloosterman WP ja Plasterk RH, 2006). miRNAd reguleerivad vähi   molekulaarseid  
signaaliradasid,  toimides  tuumorsupressori  või  onkogeenina  (Javed A jt., 2013). Kasvaja teket 
mahasuruvad  miRNAd  võivad  funktsioneerida  proto-onkogeensete geenide allareguleerimise 
kaudu (Yanaihara N jt., 2006).  
Esimest korda seostati miRNAd   vähi   patogeneesiga 2002. aastal, kui 13q14 regioonis 
kirjeldati kaks miRNAd (miR-15a ja miR-16-1). See kromosomaalne regioon on deleteerunud 
ligikaudu   69%   kroonilise   lümfotsüütse   leukeemia   (CLL)   juhtudel   ning   viib   nende   kahe  
miRNA kadumisele (Calin GA jt., 2002).   Kuna   üheks   miR-15/16 sihtmärgiks   on  
antiapoptootiline faktor Bcl-2, siis miR-15/16 deletsioon võib   selgitada   Bcl-2 
ülesregulatsiooni  kasvajates  (Calin GA ja Croce CM, 2006).  
Kromosomaalsed   regioonid,   kus   asuvad   miRNAd,   võivad   vähi   arengus   amplifitseeruda, 
osaledes  kasvajate  supressorgeenide  negatiivses  regulatsioonis.  Tulemuseks  võib  olla  miRNA  
ekspressiooni   tõus   ning   sellest   tulenevalt   tuumorsupressor-geeni vaigistamine. Onkogeene 
represseerivad miRNAd paiknevad sageli fragiilsetes lookustes,   kus   võivad   tekkida  
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deletsioonid   või   mutatsioonid.   See   võib   põhjustada   miRNA   taseme   languse   ja   onkogeense  
sihtmärk-geeni  üleekspressiooni  (Iorio MV ja Croce CM, 2011). 
 
1.5.  miR-34 perekond. 
Inimese miR-34 perekonda kuulub kolm miRNAd: miR-34a, miR-34b ja miR-34c.  Küps  miR-
34a järjestus  koosneb  22  nukleotiidist  ning  tal  on  suur  sarnasus  miR-34b (86%) ja miR-34c-ga 
(82%). miR-34b ja miR-34c on 23 nukleotiidi pikkused ja nende vahel on 83% sarnasust. 
Tänu  homoloogsusele  kontrollivad  miR-34 perekonna esindajad suuresti samu geene ning on 
funktsionaalselt sarnased (He L jt., 2007). Inimese normaalses koes on valdav miR-34a 
ekspressioon ning enamikutes kudedes on endogeense miR-34b/c tase madal, välja   arvatud  
kopsus, munasarjas, testises ja hingetorus2 (Hsu SD jt., 2008; Bommer GT jt., 2007).  
 
1.5.1.  miR-34a vähi  biogeneesis 
miR-34a on miR-34   perekonna   esindaja,   mis   reguleerib   mitmeid   rakutsükli,   apoptoosi   ja  
proliferatsiooniga seotud geene. Ta paikneb regioonis 1p36.23 (joonis 2), mille deleteerumine 
viib   sageli   vähi   tekkimisele (Calin GA jt., 2004; Wiggins JF jt., 2010). Teiseks 
mehhanismiks, mis viib miR-34a ekspressiooni   vähenemisele   erinevates   vähitüüpides,   on  
miR-34a promootori  sage  hüpermetülatsioon  (Lodygin D jt., 2008).  
miR-34a ekspressioon   on   vähenenud   erinevates   vähitüüpides,   nagu   näiteks   neuroblastoom  
(Welch C jt., 2007),  lümfoom  (Craig VJ jt., 2012; Sotillo E jt., 2011),  eesnäärme- (Bagchi A 
ja Mills AA, 2008; Fujita Y jt., 2008),   rinnanäärme- (Vogt M jt., 2011)   ja   kopsuvähk  
(Gallardo E jt., 2009), aga samuti ka aterosklerootilistes kardiovaskulaar-haigustes (Zhao T 
jt., 2010) ja mitmete teiste haiguste korral.   
 
 
                                                          
2  http://miRNAMap.mbc.nctu.edu.tw/ 
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Joonis 2. Inimese miR-34a geeni struktuur (modifitseeritud Hermeking  H,  2010  järgi). 
Mustad   ja   valged   kastid   tähistavad   vastavalt   eksoneid ja miR-34a juuksenõela   struktuuri.  
Viirutatud  kastid  tähistavad  p53  seondumiskohta.  CpG  saareke  on  näidatud  musta  joonega.   
 
miR-34a võib  maha  suruda  erinevaid  onkogeenseid  protsesse,  reguleerides  mitmeid  rakuliste  
signaaliradade geene. Samuti on ta tugevas seoses p53 valguga ning  võib  otseselt  indutseerida  
p53 aktivatsiooni. p53   on   transkriptsioonifaktor,  mille   üheks   funktsiooniks   on   rakutsükli   ja 
apoptoosi regulatsioon (joonis 3). Ta on kodeeritud TP53 (tumor protein 53) geeni poolt, 
mille mutatsioonid on sageli kasvajate   tekkimise  põhjuseks   (Hermeking H, 2007 ; Bommer 
GT jt., 2007; Raver-Shapira N jt., 2007; May P ja May E, 1999). Lisaks rakutsükli  
regulatsioonile toimib p53 valk tuumorsupressorina, samuti kontrollib rakkude 
proliferatsiooni ja rakkude vananemist  ning  mõjutab  kemoresistentsuse teket (Lodygin D jt., 
2008; Zilfou JT ja Lowe SW, 2009).  
Joonis 3. miR-34a/p53 regulatoorne 
võrgustik   (modifitseeritud Zenz T jt., 
2009  järgi). 
DNA   kahjustus   põhjustab   p53   valgu 
aktiveerumise. See viib rakutsükli  
arestini p21 ning apoptoosi erinevate 
sihtmärkide   (nagu   näiteks   PUMA) 
kaudu. miR-34a on p53 otsene 
sihtmärk   ning   funktsionaalses p53 
rajas on ta on p53 poolt reguleeritud. 
miR-34a indutseerib rakusurma 
rakutsükli   aresti   ja   apoptoosi   kaudu,  
surudes maha oma   sihtmärke nagu 
CDK4/6, MYCN, Bcl-2, ja SIRT1.  
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1.5.2. miR-34a ja  rakutsükkel. 
Peamised miR-34a funktsioonid   sõltuvad   rakulisest   kontekstist,   indutseerides   rakkude  
proliferatsiooni,  rakutsükli  aresti  või  apoptoosi.  Näiteks  miR-34a ebanormaalne ekspressioon 
võib   inhibeerida   rakkude   kasvu   kahekordsel  määral   (Lodygin D jt., 2008) ning viia G1/G2 
faasi arestile (He L jt., 2007; Chen F ja Hu SJ, 2012).  
Mitmete   uuringute   käigus   on   eksperimentaalselt   valideeritud   miR-34a rakutsüklit  
reguleerivaid   sihtmärkgeene.   Mõned   nendest   viivad S faasis olevate rakkude hulga 
vähenemisele   või   G0/G1   faasis   olevate   rakkude   hulga   suurenemisele. Samuti on mitu 
sihtmärkgeeni seotud  G1/S  ülemineku  rajaga  (Hermeking H, 2010; Fujita Y jt., 2008; Li N jt., 
2009).   Näitena   võib   tuua   CCNE2, CDK4/6 ja MET, mis mõjuvad G1 faasist S faasi 
üleminekule.   Nende   vaigistamine   indutseerib   rakutsükli  G1 faasi aresti (Chen F ja Hu SJ, 
2012). 
Mitmed uuringud on näidanud, et miR-34a on   ülesreguleeritud   rakkude   vananemise  
protsessis,  näiteks  replikatiivsel  vananemisel, H2O2-põhjustatud  enneaegsel  ning  onkogeenide  
poolt  põhjustatud  vananemisel  (Christoffersen NR jt., 2010).  
miR-34a võib   indutseerida   rakulist   vananemist   mitmete   radade   kaudu,   millest   enim  
tunnustatud on p53-miR34a-SIRT1 rada (Zhao T jt., 2010). SIRT1 kuulub klass III histooni 
deatsetülaaside   hulka   ja   reguleerib   rakutsüklit   ja   rakulist   vananemist   valkude  
deatsetüleerimise  kaudu. Nende valkude hulka  kuuluvad  näiteks p53, Foxo  ning Ku70 (Chen 
F ja Hu SJ, 2012).  
 
1.5.3. miR-34a ja apoptoos. 
Apoptoos on programmeeritud rakusurm, mida indutseeritakse kaspaas-vahendatud apoptoosi 
raja aktiveerimise kaudu (Welch C jt., 2007) ning mis on reguleeritud p53 valgu poolt, mis 
akumuleerub stressi korral tuumas ja aktiveerib mitmeid geene (Zilfou JT ja Lowe SW, 2009). 
Peamiselt toimib p53 transkriptsioonifaktorina erinevate effektorite puhul, sealhulgas 
proapoptootilised valgud Puma (in. k. p53 upregulated modulator of apoptosis), Noxa 
(Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1) ja Bax (bcl-2-like protein 4) ning lisaks 
ka  rakutsükli  inhibiitor  p21 (Hermeking H, 2010; Concepcion CP jt., 2012). 
miR-34a inhibeerib Bcl-2 ja surviviini (BIRC5. in. k. baculoviral inhibitor of apoptosis 
repeat-containing 5) (Shen Z jt., 2012; Hermeking H, 2010).   Samuti   võib   miR-34a 
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stimuleerida endogeense p53 aktiivsust positiivse tagasiside mehhanismi kaudu. miR-34a 
sihtmärkideks  on  SIRT1 (silent information regulator 1) ja YY1 (yin yang 1), valk, mis seob 
p53 ja aktiveerib p53 ubikvitineerimist ja degradatsiooni (Chen QR jt., 2011; Nobuhiro O jt., 
2014). Seega   võib   oletada,   et   need   signaalid   on   vajalikud   miR-34a ekspressiooni taseme 
hoidmiseks ning p53 poolt kasvaja supressiooni radade aktivatsiooniks. Mitmed uuringud on 
näidanud,   et  miR-34a on   võimeline   inhibeerima   vähirakke ka endogeense p53 puudumisel 
(Christoffersen NR jt., 2010; Wiggins JF jt., 2010). 
 
1.6.  miR-34a vähiteraapias 
MiRNAde   uurimine   on   andnud   tõuke   uute   ravimite   arendamiseks   (Bader AG jt., 2011). 
miRNAde   rakendamine   terapeutilistel   eesmärkidel   hõlmab   peamiselt   haigus-seoseliste 
miRNAde   ekspressiooni   mõjutamist   antagonistide   või   "miimikute"   abil.   Termin   „miRNA  
asendusteraapia“   tähistab   vähirakkudes   allareguleeritud   miRNAde   asendamist ning selle 
kaudu vastavate rakuliste signaalradade aktiveerimist (Wiggins JF jt., 2010).  
Kuna miR-34a tase   vähirakkudes   on   sageli   langenud,   katsetatakse   tema   toimet  
asendusteraapias (Kasinski AL ja Slack FJ, 2011). Viimased saavutused keemiliste 
modifikatsioonide   uurimisel   on   näidanud  miR-34a terapeutilist efektiivsust in vivo katsetes. 
Kuigi miR-34a aktiivsuse hindamine loomadel on seotud in vivo kudedesse toimetamise 
meetodi  efektiivsusega,  illustreerivad  mitu  näidet  selle  terapeutilist  potentsiaali  (tabel  1). 
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Tabel 1. miR-34a terapeutiline aktiivsus loommudelitel (modifitseeritud Bader AG, 2012 
järgi). 
Vähitüüp Kasutatud hiireliinid Effekt (TGI)* Viide 
Kopsuvähk   
H460  ~78% TGI (Wiggins JF jt., 2010) 
KRAS G12D GEMM ~60% TGI (Trang P jt., 2011) 
Eesnäärme  vähk  
PC-3  ~50% TGI (Liu C jt., 2011) 
LAPC9  ~20% TGI (Liu C jt., 2011) 
Kõhunäärme  vähk   MiaPaca-2  ~68% TGI 
(Pramanik D jt., 
2011) 
Lümfoom   U2932  ~76% TGI (Craig VJ jt., 2012) 
Hulgimüeloom   SCID ~60% TGI 
(Di Martino MT jt., 
2014) 
*Tuumori kasvu inhibeerimise efektiivsuse (tumor growth inhibition, TGI) osakaal, mida 
väljendatakse   kasvajakoe   mahu   võrdlusega   miR-34a'ga ravitud ja kontroll-loomade vahel. 
100%  TGI  näitab  täieliku  kasvaja  arengu  inhibeerimist.   
 
miR-34a teraapia oluliseks piiranguks on tema ebastabiilne molekulaarne struktuur. Praegu on 
kasutusel kaks viisi, kuidas saavutatakse miR-34a stabiilne ekspressioon in vivo. 
Nanotehnoloogiliste meetodite abil rakendatakse teraapias nn nanokandjaid ( in. k.  
nanocarriers),  mis  tõstavad  RNA  stabiilsust  (De Rosa G jt., 2010). Nanopartiklid sisaldavad 
~19-23 nukleotiidi pikkusi kaheahelalisi miRNA miimikuid mis viiakse looma organismi 
sabaveeni kaudu (Wiggins JF jt., 2010). Samuti kasutatakse vektor-süsteeme,  mille  funktsioon  
on sarnane traditsioonilise geeniteraapiaga (Qiu X jt., 2011). Samuti rakendatakse ka nn 
orgaanilisi kandjaid. Need on kandjad, mida iseloomustavad biokokkusobivus ja parandatud 
ravimi kandevõime.   Selliste   kandjate   hulka   kuuluvad   neli   peamist   rühma:   liposoomid,  
mitsellid,   valgu   või   peptiididel põhinevad   nanokandjad   ja   dendrimeerid.   Liposoomid   ja  
mitsellid on kahekihilised fosfolipiidsed struktuurid, mis seonduvad oligonukleotiididega ja 
moodustavad nendega komplekse. Nad on head ravimi nanokandjad ning nende orgaaniline 
olemus  vähendab  oluliselt toksilisust (López-Dávila  V  jt.,  2012).    
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Samuti on katsetatud ka neutraalse lipiidse emulsiooni (NLE) partikleid, mille suurus on 
mõõdetav nanomeetrilises skaalas Näiteks  katsetati  miR-34a/NLE kompleksi H460 ja A549 
kopsuvähi   ksenograftidega   hiirtel.   Hiirtele   süstiti   veenisiseselt   miR-34a miimikut ning 
tulemusena saadi kasvaja supressiooni kuni 78% (Wiggins JF jt., 2010).  Samuti  näitas  miR-
34a/NLE   kompleks   oma   tõhusust   hiirtel,   kellele   oli   siirdanud   eesnäärmekasvaja   rakke.  
Kasvajate mahasurumine ulatus kuni 50%-ni (Liu C jt., 2011).  
MiR-34a miimiku puudusteks  on  võimalikud  kõrvaltoimed  ja  toksiline  effekt.  Siiski  on  teada,  
et NLE-kapseldatud miR-34a miimik  ei   oma   sellist   toimet  ning  ei   põhjusta  mittespetsiifilist  
immuunvastust (Wiggins JF jt., 2010).  
miR-34a’l   põhinev   vähiteraapia   sõltub   rakkudesse   toimetamise   süsteemi   kliinilisest 
kasulikkusest. Paljud katseloomadel tõestatud  tehnoloogiad  on  lootustandvad,  kuid  nad  ei  ole  
tehnoloogiliselt  piisavalt  täiuslikud,  et  näidata  stabiilsust  ning  kontrollitud  kvaliteeti  kliiniliste  
katsete alustamiseks (Bader AG, 2012).  
Firma Mirna Therapeutics3 tegeleb paljude mikroRNA miimikute rakkudesse viimise 
mehhanismide   uurimisega.   Praegu   katsetatakse   üheksat   terapeutilist   kandidaati   ning   kõige  
tõhusam   on   MRX34.   See   on   liposoomi   kapseldatud   miR-34 miimik, mille rakkudesse 
viimiseks kasutatakse   firmas   Marina   Biotech   välja   töötatud   tehnoloogiat   NOV340  
SMARTICLE (Bader AG, 2012). See on partikleid moodustav liposoom diameetriga 120 nm. 
Ta sisaldab amfoteerseid lipiide, mis on katioonsed madalama pH korral ning anioonsed 
neutraalse  ja  kõrgema  pH  korral4. Liposoomi moodustamiseks oli segatud lipiidid ja miRNA 
miimikud kokku. miRNA  tõhusaks  kapseldamiseks  toimub  segamine happelistes tingimustes. 
Bioloogilises vedelikus muutuvad nanopartiklid kergelt anioonseks. See aitab endoteelis  või  
teistes kudedes ära   hoida   soovimatuid interaktsioone negatiivselt laetud membraaniga. Kui 
kasvajas hakkab pH langema, siis selles piirkonnas muutuvad NOV340 partiklid katioonseks 
ning kinnituvad kasvaja rakkudele (Bader AG, 2012). 
MRX34 on esimene tehnoloogia, mida hakati katsetama I faasi   kliinilistes   maksavähiga  
seotud uuringutes 2013. aasta aprillis5,6. 8. aprillil 2014 ilmusid nende katsete esimesed 
tulemused   mis   väidavad,   et   MRX34 on üldiselt   ohutu ning ainult   ühel   patsiendil   ilmnes  
                                                          
3 http://www.mirnarx.com/  
4 http://rnaitherapeutics.blogspot.com/2013/04/mirna-therapeutics-brings-first.html 
5 http://www.mirnarx.com/___Pipeline/Pipeline.aspx 
6 http://clinicaltrials.gov/ct2/show/record/NCT01829971 
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toksiline effekt7.   
  
                                                          
7 http://www.mirnarx.com/pdfs/Mirna_AACR_release_20140408_FINAL.pdf 
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2. EKSPERIMENTAALNE  OSA 
2.1. Eesmärgid	   
Käesoleva  magistritöö   eesmärgiks   on   uurida   sünteetilise  miR-34a miimiku toimet hoolikalt 
valitud sihtmärkgeenide   ekspressioonile   PC-3 rakuliinis ning hinnata sellise   katsesüsteemi  
kasutatavust miR-34a asendusravi  väljatöötamisel. 
 
 
 
2.2. Materjal ja metoodika 
 
2.2.1. Kasutatud  rakuliinid  ja  söötmed. 
Käesolevas   töös   kasutati   inimese   eesnäärmevähi   rakuliini   (PC-3 (prostate cancer)). Rakke 
kasvatati 6 cm tassidel termostaadis DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)  söötmes,  
millele oli lisatud 10% veise   loote   seerumit   ning   1%   penitsiliini   ja   streptomütsiini   lahust  
(PAA Cell Culture Company) (T=37oC, CO2 5%). 
Rakkude paljundamiseks aspireeriti   sööde,   pesti   rakke   1   ml   1-kordse PBS (Phosphate 
Buffered Saline) puhvriga.  Järgmisena  lisati  1  ml  1-kordset trüpsiini  lahust  ning  inkubeeriti  1-
3   minutit   toatemperatuuril.   Seejärel   lisati   söödet   trüpsiini   inibeerimiseks   ning   rakud  
suspendeeriti ja kanti 5-10 korda lahjendatult uuele Petri tassile. 
 
2.2.2. Rakukultuuri transfektsioon. 
miRNA transfekteerimiseks rakkudesse kasutati  siPORT™ NeoFX™ transfektsiooni agenti 
(Invitrogen) ja miRIDIANTM mikroRNA miimikuid: miR-34a miimik ja negatiivseks 
kontrolliks cel-miR-67 miimik. 
Iga   transfektsiooni   kohta   lahjendati   1  µl   siPORT transfektsiooni   agenti   25  µl  Opti-MEM®I  
medium’is   ja  0.75  µl   (20  µM)  miR-34a miimikut  25  µl  Opti-MEM’is ja inkubeeriti 10 min 
toatemperatuuril. Samuti lahjendati ka negatiivne kontroll-miimik (cel-miR-67).   Seejärel  
segati kokku siPORTi  ja miimikute lahused ja inkubeeriti toatemperatuuril 10 min. Saadud 
transfektsiooni kompleks tilgutati 24-kannulisele koekultuuri plaadile kolmes korduses 
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vastavalt   transfektsiooni   protokollile.   Reaktsiooni   lõppmaht   oli   500   µl   ning   miimiku  
lõppkontsentratsioon 30 nM. Inkubeerimine kestuseks oli 6, 24 ja 48 tundi 37 °C juures.  
Ühes  transfektsioonikatses  olid  järgmised  katsepunktid: 
3 kannu: transfekteerimata PC-3 rakud, 
3 kannu: sünteetilise  miR-34a miimikuga transfekteeridud rakud, 
3 kannu: ilma miimikuta transfekteeritud rakud 
3 kannu: sünteetilise  cel-miR-67 miimikuga transfekteeritud rakud  
 
2.2.3. RNA eraldamine. 
Totaalse RNA eraldamiseks kasutati miRNeasy   Mini   kit’i (Invitrogen). RNA eraldamine 
toimus   tootja   protokolli   järgi.   Rakud   lüüsiti   QIAzol   Lysis   Reagentiga.   Selleks   lisati   igasse  
kannu  700  µl  QIAzol LysisReagent’i,  inkubeeriti  toatemperatuuril  5  min  ning  tõsteti  lüüsitud  
rakud   uude   tuubi.   Igasse   tuubi   lisati   140   µl   kloroformi,   raputati   15   sek,   inkubeeriti  
toatemperatuuril 2-3 min ja tsentrifuugiti (13000 x g, 15 min 4 oC).  Ülemine  vedeliku   faas  
tõsteti  uue  tuubi,  lisati  525  µl  96%  etanooli  ja  segati  hoolikalt.  Seejärel  tõsteti  700  µl  proovi  
RNeasyMini spin kolonni, tsentrifuugiti (8000 x g, 15 sek) ning korrati seda etappi veel kord. 
Järgmisena   lisati   kolonni   700   µl   RWT puhvrit ning tsentrifuugiti 8000 x g juures 15 sek. 
Pärast   seda   lisati   500   µl  RPE puhvrit ning tsentrifuugiti (8000 x g). Seda etappi korrati 2 
korda:   esimene   kord   tsentrifuugiti   15   sek   ja   teine   kord   2  min.   Järgmisena   tõsteti   kolonnid  
uude tuubi ning kuivatati proovid, tsentrifuugides need 13000 x g juures 1 min. RNA elueeriti 
50  µl’i  MQ  veega,  tsentrifuugides  8000  x  g  juures  1  min. 
Eraldatud  totaalne  RNA  säilitati  1,5  ml  tuubides  -80oC juures. 
 
2.2.4. RNA  kontsentratsiooni  mõõtmine.   
Totaalse RNA kontsentratsiooni mõõdeti   Nanodrop-1000 (Thermo Scientific) 
spektrofotomeetriga.   Mõõtmiseks   võeti   1 µl   vees   lahustatud   totaalset   RNAd.   Lahuse  
absorptsiooni  mõõdeti   230,   260   ja   280   nm   juures.   Rakukultuuri   RNAde   kontsentratsioonid  
jäid  vahemikku  27,3-215,5    ng/µl. 
19 
 
2.2.5. Kvantitatiivse reaal-aja PCR-ga seotud katsed. 
2.2.5.1. miR-34a transfektsiooni kontroll. 
A.  Cdna  süntees  TaqMan  süsteemi  kasutamisel. 
Proovidest   eraldatud   totaalse   RNA   põhjal   sünteesiti   cDNA   First Strand Synthesis Kit’i 
(Thermo Scientific) ja kommertsiaalsete miRNA praimerite abil vastavalt tootja protokollile 
(Applied Biosystems).   cDNA  sünteesis  kasutati   1  µl  RNAd.  Reaktsiooni   lõppmahuks  oli 10 
µl,  millest  6  µl  kasutati  pöördtranskriptsioonile   järgneva qPCRi reaktsiooni segudes. cDNA 
sünteesi  reagendid  ja  programm  on  toodud  tabelites  2  ja  3. 
 
Tabel 2. cDNA  sünteesi  reaktsiooni komponendid. 
Reagent Maht 1x segus 
(µl) 
5x reaktsiooni puhver  
250 mM Tris-HCl (pH 8.3), 250 mM KCl, 20 mM MgCl2, 50 mM DTT 
2 
RiboLock  RNaasi  inhibiitor  (20  U/µl) 0,5 
10 mM dNTP mix 1 
M-MuLV  pöördtranskriptaas  (20  U/µl) 1 
RT praimer 1 
MQ vesi 3,5 
RNA 1 
Kogumaht 10 
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Tabel 3.  cDNA  sünteesi  programm. 
Temperatuur oC Aeg (min) 
16 30 
42 30 
85 5 
4 ∞ 
 
B. Kvantitatiivne reaal-aja PCR 
MiR-34a miimiku transfektsiooni kontrolliks kasutati reaal-aja kvantitatiivse PCRi aparatuuri 
(ABI Prism 7900HT, Applied Biosystems) ja kommertsiaalseid TaqMan miRNA sonde (miR-
34a (0000268), RNU48 (002745) ja let-7a (0000060))8 ning TaqMan reagente vastavalt tootja 
protokollile (Applied Biosystems Inc)  (tabel  4).  Kõik  reaktsioonid  viidi  läbi  kolmes  korduses 
384-kannulises plaadis (MicroAmp, Applied Biosystems) vastavalt tootja poolt soovitatud 
programmile (tabel 5). Iga reaktsiooni  lõppmahuks  oli  10  µl.  Potentsiaalse  kontaminatsiooni  
tuvastamiseks  viidi  läbi  negatiivse  kontrolli  reaktsioonid kuhu ei olnud lisatud cDNAd.  
 
Tabel 4. Reaal-aja qPCRi reaktsiooni segu. 
Reagent Maht 1x 
segus  (µl) 
5X Hot Firepol probe qPCR mix 2 
TaqMan miRNA assay 0,3 
MQ vesi 6,7 
cDNA 1 
Kogumaht 10 
 
 
                                                          
8 http://www.lifetechnologies.com/  
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Tabel 5. Reaal-aja qPCRi programm. 
Temperatuur oC Aeg Tsüklite  arv 
95 15 min 1 
95 15 sek 40 
60 1 min 1 
4 ∞  
 
 
2.2.5.2. MiR-34a sihtmärkgeenide  ekspressiooni  uurimine. 
A. miR-34a sihmärkgeenide  valimine ja praimerite disain. 
miR-34a sihtmärkgeenide   leidmiseks   kasutati   on-line andmebaase (MirWalk, TarBase, 
MirTarBase ja StarBase).   Välja   valiti   5   geeni,   mis   olid   eksperimentaalselt   kinnitatud   ning  
sihtmärkidena  mainitud  vähemalt  kolmes  andmebaasis:  MET, E2F3, CDK6, SIRT1 ja Bcl-2.  
Sihtmärkgeenide   suhtes   praimerite   disainimiseks   identifitseeriti   kõigepealt  GenomeBrowser 
andmebaasi kasutades geenide eksonid. Praimerid disainiti Primer3 programmi abil9  
vastavalt  järgnevatele  parameetritele: 
x GC sisaldus: 30-60% 
x Pikkus: 18-30 nukleotiidi 
x Optimaalne sulamistemperatuur: 60oC.  
Tulemusena  saadi  praimerite  järjestused,  mis  on  toodud  tabelis  6. 
 
 
 
 
 
                                                          
9 www.frodo.wi.mit.edu 
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Tabel 6. Sihtmärkgeenide  ekspressiooni  uurimiseks  kasutatud  praimerite  järjestused. 
Geen Forward-praimer Reverse-praimer 
SIRT1 5’-ATACTGATTACCATCAAGCCG-3’ 5’-TGCTGAACAGATGGAAAATCC -3’ 
E2F3 5’-GAAGCCAAGTCTTTGGAAGC -3’ 5’-AGGGCCCATTGAGGTTTACT-3’ 
CDK6 5’-GGGTTAAATGTCAAACACTTCAG-3’ 5’- TGATTGGACTCCCAGGAGAA -3’ 
BCL2 5’- TACAGTTCCACAAAGGCATCC -3’ 5’-GAGGATTGTGGCCTTCTTTG-3’ 
MET 5’- CAATATCATTTCCCTTAATTTCCAG-3’ 5’- TACCACTCCTTCCCTGCAAC-3’ 
GAPDH* 5’-ATCCCATCACCATCTTCCAG-3’ 5’-CCATCACGCCACAGTTTCC-3’ 
18S* 5-GTAACCCGTTGAACCCCATT-3’ 5’-CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3’ 
ACTB* 5-’ AGGCACCAGGGCGTGAT-3’ 5’-CCCACATAGGAATCCTTCTGA-3’ 
* geenid, mida kasutati endogeensete referentsidena. 
 
B. Praimerite kontroll. 
Disainitud  praimerite  kontrolliks  sünteesiti  eelnevalt  eraldatud  PC-3 rakuliini totaalsest RNA-
st cDNA kasutades First Strand Synthesis Kit’i (Thermo Scientific). Esiteks segati kokku 9  µl  
vett   ja   1   µl   oligo-dT   ning   1   µl   RNAd.   Segu inkubeeriti termostaadis 5 min jooksul 65oC 
juures. Seejärel lisati   9   µl   eelnevalt   valmistatud   cDNA   sünteesi   reaktsiooni   segu   (tabel 7). 
Reaktsiooni  lõppmaht oli 20  µl  ning  cDNA  sünteesi  programm  on  toodud  tabelis 8 . 
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Tabel 7. cDNA  sünteesi  reaktsiooni  komponendid. 
Reagent Maht  1x  segus  (µl) 
5x reaktsiooni puhver  
250 mM Tris-HCl (pH 8.3), 250 mM KCl, 20 mM 
MgCl2, 50 mM DTT 
4 
RiboLock  RNaasi  inhibiitor  (20  U/µl) 1 
10 mM dNTP mix 2 
M-MuLV  pöördtranskriptaas  (20  U/µl) 2 
Oligo dT praimerid 1 
RNA 1 
MQ vesi 9 
Kogumaht 20 
 
Tabel 8. cDNA  sünteesi  programm. 
Temperatuur (oC) Aeg (min) 
37 60 
70 5 
4 ∞ 
 
Pärast   cDNA   sünteesi   valmistati   PCR   reaktsioonisegu   mida inkubeeriti PCR masinas, 
kasutades nn touchdown programmi   (praimerite   sulamistemperatuuri   alandati   10   tsükli  
jooksul 0.5 oC tsükli   kohta).  Reaktsiooni   lõppmaht   oli 25µl   ning   kõik   reagendid   koos  PCR  
programmiga on toodud tabelites 9 ja 10. 
Saadud  PCR  reaktsiooni  fragmente  analüüsiti  2,5%-agaroosgeelil.  
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Tabel 9. PCR reaktsiooni komponendid praimerite kontrolliks  
Reagentid Maht  1x  segus  (µl) 
10x Puhver B (Solis) 2,5 
2,5 mM dNTP segu 2 
25 mM MgCl2  2,5 
Forward praimer 1 
Reverse praimer 1 
Hot  Fire  Taq  polümeraas  (5  U/µl) 1 
MQ vesi 13 
cDNA 2 
Kogumaht 25 
 
Tabel 10. TouchDown PCR programm 
Temperatuur (oC) Aeg (min) Tsüklite  arv 
94 15 1 
94 30 sek 
7 60 30 sek 
72 1 
94 30 sek 
30 57 30 sek 
72 1 min 
 
C. Kvantitatiivne reaal-aja PCR. 
Sihtmärkgeenide   ekspressioonitaseme   mõõtmiseks   kasutati   kvantitatiivset reaal-aja PCRi 
(ABI Prism 7900HT, Applied Biosystems) ja kommertsiaalseid EvaGreen® (Solis BioDyne) 
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reagente ning eelnevalt disainitud praimerid (tabel 6) vastavalt tootja protokollile (Solis 
Biodyne) ( tabel 11). Kõik   reaktsioonid   viidi   läbi kolmes paralleelis 384-kannulisel plaadil 
(MicroAmp, Applied Biosystems) vastavalt tootja poolt soovitatud programmile (tabel 12). Iga 
reaktsiooni   lõppmahuks   oli   10   µl.   Potentsiaalse   kontaminatsiooni   tuvastamiseks   viidi   läbi  
negatiivse kontrolli reaktsioonid kuhu ei olnud lisatud cDNAd.  
Tabel 11. Reaal-aja qPCRi reaktsiooni komponendid sihtmärkgeenide  ekspressiooni  
uurimiseks. 
Reagent Maht  1x  segus    (µl) 
5x HOT  FIREPol®  EvaGreen®  qPCR  Mix  Plus  2 
Forward praimer 0,5 
Reverse praimer 0,5 
cDNA 1 
Milli-Q vesi 6 
Kogumaht 10 
 
Tabel 12. Reaal-aja qPCRi programm EvaGreen® reagentide jaoks. 
Tsükkel Temperatuur 
(oC) 
Aeg  
(min) 
Tsüklide  
arv 
Algne 
denaturatsioon 
95 15 1 
Denaturatsioon 95 15 sek 
40 Praimeri  süntees 60 20 sek 
Elongatsioon 72 15 sek 
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2.2.6.  Reaal-aja qPCRi  andmete  statistiline  analüüs. 
Reaal-aja qPCRi   transfektsiooni   ja   ekspressiooni   andmeid   analüüsiti   SDS   2.2.2.   (Applied 
Biosystems)  programmi  abil.  MiRNAde  ekspressiooni  tulemusi  analüüsiti  kasutades  võrdleva  
lävitsükli   (Ct-cycle threshold) meetodit, mis  põhineb   fluorestsentsi   intensiivsuste  erinevustel  
kontroll- ja  uuritava  proovi  vahel.  Ct  on   tsüklite  arv,  mis  on  vajalik  kindla  signaalitugevuse  
läve   saavutamiseks.   qRT-PCRi andmeid vaadeldi   lävitaseme   0,20   suhtes.   Sihtmärkgeenide  
ekspressiooni taseme ja miR-34a miimiku toimimise hindamiseks kasutati programmi MS 
Excel 2010 (Microsoft Corporation).  
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3. TULEMUSED  JA  ARUTELU. 
3.1. miR-34a miimiku transfektsiooni kontroll. 
Eelnevalt oli tuvastatud miR-34a suhteliselt madal ekspressioonitase PC-3 rakkudes (U.  Võsa,  
T. Annilo, avaldamata tulemused).  miR-34a miimiku aktiivsuse kontrollimiseks 
transfekteeriti PC-3 rakuliini miR-34a miimikuga (miR-34a-siPort) ning ning  mõõdeti  miR-
34a ekspressiooni taset. Võrdluskatseks   transfekteeriti   parallellselt   miR-34a miimik ilma 
siPordita (miR-34a/N) ning negatiivseks kontrolliks kommertsiaalne negatiivne 
kontrollmiimik (negmimic). miR-34a ekspressioonitaseme määramiseks   kasutati  
kvantitatiivset real-aja PCRi. Andmete normaliseerimiseks kasutati endogeense kontrollina 
let-7a ning RNU48. 
Selles katses uuriti kuidas miR-34a miimik toimib transfektsiooni jooksul ning tulemuseks 
saadi, et nii miR-34a-siPort'i kui ka miR-34a/N puhul oli kõige   tugevam   miR-34a 
ekspressioonisignaal ajapunktil 3 tundi (Joonis 4). Mõlemal   kompleksil oli sarnane 
ekspressiooni suund ajapunktist 1 tund kuni ajapunktini 6 tundi ning alles viimaseks 
ajapunktiks (24 tundi) oli nende ekspressioon erinev. 
Need  tulemused  näitavad,  et  miR-34a miimik on ka ilma edasise protsessinguta detekteeritav 
kasutatud TaqMan  assay  poolt  ning  et   see  miimik  on  äärmiselt   stabiilne,  olles  detekteeritav  
koekultuuris  ilma  transfektsioonikompleksita  ka  mitme  tunni  möödudes. 
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Joonis 4. Transfektsioonijärgne  miR-34a ekspressioonitase. Sinisega on tähistatud miR-34a 
miimik koos siPordiga, rohelise värviga  miR-34a miimik ilma siPordita. 
 
3.2. Sihtmärkgeenide	  valimine	  ja	  praimerite	  disain. 
Käesoleva   töö   üheks   eesmärgiks   oli   uurida   miR-34a sihtmärkgeenide   ekspressioonitaset 
eesnäärmevähi   rakkudes   (PC-3). Antud uuringu jaoks valitud sihtmärkgeenide suhtes 
disainitud praimerite kontrollimiseks tehti nn touchdown PCRi ning saadud produkte 
analüüsiti  geelelektroforeesil (joonis 5).  
 
 
00.5
11.5
22.5
33.5
44.5
1h 3h 6h 24h
Ek
sp
re
ss
io
on
it
as
em
e 
m
uu
tu
s 
 
(L
og
10
) 
miR-34a siPort miR-34a/N
29 
 
 
Joonis 5. PCR produktide kontrolliks tehtud geelelektroforees. 
Joonisel on esitatud miR-34a sihtmärkgeenide  praimerite PCR produktid. Iga reaktsioon oli 
tehtud  kahes  korduses  valenegatiivse  tulemuse  vältimiseks.  A. Bcl-2; B. MET; C. CDK6; D. 
E2F3; E. SIRT1; F. GAPDH; G. 18S; H. ACTB.  
 
3.3. Sihtmärkgeenide	  ekspressiooni	  analüüs. 
Uurimaks, kuidas mõjutab  miR-34a miimiku transfektsioon   sihtmärkgeenide ekspressiooni, 
viidi   läbi   kvantitatiivne reaal-aja PCR. Ekspressioonisignaale   määrati   transfekteeritud  
rakkudes   viiel   uuritaval   sihtmärkgeenil:   Bcl-2, CDK6, SIRT1, MET ja E2F3. Kuna ei 
eksisteeri universaalset endogeenset kontrolli,   kasutati   selles   töös   kolme erinevat kontrolli 
sihtmärkgeenide  ekspressiooni  hindamiseks:  18S, GAPDH ning ACTB. Nende geenide kõrge  
ja stabiilne ekspressioonitase lubab neid kasutada referentsiks ning neid on kasutatud 
erinevates   vähitüüpides,   sealhulgas   ka   eesnäärmevähi puhul (Pérez  S jt., 2007; Liu DW jt., 
2005;  Vajda A jt., 2013), kus nad on enimkasutatud kontrollid (Ohl F jt., 2005). Selles  töös  
kasutati qPCRi andmete normaliseerimiseks kolme endogeense kontrolli geomeetrilisi 
keskmist. Omavahel   võrreldi   miR-34a miimiku ja negatiivse kontrollmiimikuga 
transfekteeritud rakkude RNAd, kasutades 2-∆∆Ct meetodit. 
Esimese   katsete   seeria   puhul   mõõdeti   sihtmärkgeenide   ekspressiooni   48   tundi   pärast  
transfektsiooni. Leiti, et Bcl-2 ekspressioon miR-34a miimikuga transfekteeritud rakkudes oli 
1,57 korda madalam kui negatiivse miimikuga transfekteeritud rakkudes (Joonis 6). Seni on 
Bcl-2 ekspressiooni muutust pärast  miR-34a miimiku transfektsiooni vähe  uuritud. Siiski on 
avaldatud mitu  teiste  vähitüüpidega seotud tööd,  kus  on uuritud miR-34a toimet. Näitena  võib  
tuua  maovähiga   seotud   töö,   kus   leiti,   et   pärast miR-34a miimiku transfektsiooni rakkudesse 
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väheneb  Bcl-2 tase mitu korda (Ji Q jt., 2008). Teiseks  näiteks on pankreasevähiga  seotud  töö,  
kus Bcl-2 ekspressioon oli samuti inhibeeritud (Qing Ji jt., 2009). Kuna paljudes   töödes on 
näidatud, et miR-34a represseerib Bcl-2,  siis  võib  järeldada,  et  ta  on  miR-34a miimiku poolt 
allasurutud  ka  eesnäärmevähi  rakkudes.  
E2F3 ekspressioon miR-34a miimikuga transfekteeritud rakkudes ei olnud statistiliselt 
oluliselt erinev kontrollmiimikuga transfekteeritud rakkudest. Fujita jt töös näidati,   et   kuna  
E2F3 on   seotud   p53   valguga   ning   seoses   sellega   ka   rakutsükli   regulatsiooniga,   siis   tema 
ekspressioonitase võiks   olla   samuti allasurutud   pärast   miR-34a miimiku transfektsiooni 
(Fujita Y jt., 2008).  
Käesolevas   töös oli SIRT1 ekspressioon miR-34a miimikuga transfekteeritud rakkudes 1,24 
korda madalam kui negatiivse kontrollmiimikuga rakkudes. Samas on teised uuringud 
näidanud SIRT1 puhul  hoopis  ekspressiooni  ülesreguleeritust,  näiteks p53 suhtes mutantsetes 
eesnäärmevähi   rakkudes (Fujita Y jt., 2008; Nanni S jt., 2013). On teada, et SIRT1 
ekspressioon   on   ülesreguleeritud   paljudes   vähitüüpides,   sealhulgas   ka   eesnäärmevähis, mis 
viitab tema olulisusele kasvajate tekkimises (Yamakuchi M, 2012). Nanni jt töös uuriti SIRT1 
rolli eesnäärmevähis  ning  näidati,  et   ta võib  olla  heaks terapeutiliseks  sihtmärgiks vanusega 
seotud haiguste puhul (Nanni S jt., 2013). Samuti näitasid  Fujita jt oma uurimuses, et SIRT1 
on  ülesreguleeritud PC-3 rakkudes miR-34a ekspressiooni mahasurumise ning p53 puudumise 
tõttu, kuid pärast miR-34a miimiku transfektsiooni SIRT1 ekspressioonitase  vähenes. Autorid 
pakkusid ka   välja, et miR-34a võib   reguleerida   SIRT1 ekspressiooni transkriptsioonilisel 
ja/või  posttranskriptsioonilisel  tasemel  (Fujita Y jt., 2008).  
MET ekspressioonitase oli esialgsete   tulemuste   põhjal  miR-34a miimikuga transfekteeritud 
rakkudes 1,15 korda kõrgem võrreldes   negatiivse kontrollmiimikuga transfekteeritud 
rakkudega. MET on   türosiin-kinaas retseptor, mis osaleb   mitmetes   vähitekkega seotud 
signaaliradades ning kuulub ka  onkogeenide  hulka.  Tema  ülesekspressioon  mõjub  kasvajate  
arengule, metastaaside tekkele ning  üldiselt  vähi  agressiivsule  (McGarty T, 2014). Hwanq jt 
näitasid,   et  MET on p53 oluliseks effektoriks, mis toimib negatiivse regulaatorina. Samuti 
võib   MET inhibeerimine olla effektiivseks antimetastaatiliseks lähenemiseks p53 
mutatsiooniga  seotud  vähkide ravimises (Hwang CI jt., 2011). Lisaks sellele näitasid Cheng 
jt, et miR-34 perekond kontrollib koostöös   p53-ga MET ekspressiooni ning reguleerib 
eesnäärmevähi  tüvirakke  (Cheng CY jt., 2014).  
CDK6 ekspressioon oli miR-34a miimikuga transfekteeritud rakkudes 1,077 korda madalam 
(Joonis 6) kui negatiivse miimikuga transfekteeritud rakkudes. CDK6 osaleb   rakutsükli  
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arestis, G1 faasis ning  apoptoosis.  Mitmed  uuringud  näitasid  tema  allareguleeritust erinevates 
vähitüüpides,  näiteks   adenokartsinoomis, glioblastoomis ja lümfaatilises  metastaaseerumises 
(Sun F jt., 2008 ; Li Y  jt., 2009; Guo Y jt., 2011). Lahknevused CDK6 ekspressioonis  võivad 
tuleneda   erinevatest   analüütilistest   lähenemistest või   siis   erinevatest   tehnoloogilistest  
platvormidest. Samuti  võib  see  olla  seotud  endogeense  kontrolli  valikuga.  
 
 
Joonis 6. Sihtmärkgeenide   ekspressiooni   muutus   PC-3 rakuliinis 48 tundi pärast   miR-34a 
miimiku transfekteerimist. Sinisega on kujutatud transfekteerimata rakud; punasega miR-34a 
miimikuga transfekteeritud rakud; rohelisega negatiivse kontrollmiimikuga transfekteeritud 
rakud. Iga   katse   teostati   kolmes   korduses   ning   graafikul   on   näidatud   katsete keskmine. 
Veapiirid tähistavad standardhälvet.  
 
3.4. miR-34a sihtmärkide	  ekspressioon erinevates ajapunktides. 
3.4.1. Ajapunktide valimine. 
Käesolevas töös uuriti ka miR-34a sihtmärkgeenide  ekspressiooni muutust mitmes ajapunktis. 
Kõigepealt  koguti  andmeid  1   tund, 3 tundi, 6 tundi ja 24 tundi  pärast   transfektsiooni. Kuna 
esimese ja kolmanda tunni ajapunktid näitasid minimaalset muutust (va Bcl-2 puhul), otsustati 
edasistes  katsetes  jätta  testimiseks  ajapunktid 6 ja 24 tundi ning lisada ka 48 tunni ajapunkt.  
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3.4.2. miR-34a sihtmärkide  ekspressioon erinevates ajapunktides. 
Eelmises katses valitud kolme ajapunkti uurimiseks viidi katsed  läbi  kolmes  korduses. Reaal-
aja qPCRi tulemused näitasid suurt erinevust Bcl-2 ekspressioonis (1,95 korda 48h ajapunktis) 
(Joonis 8A). See tulemus kattub eelmise katse tulemusega. Siiski,   teiste   sihtmärkgeenide  
ekspressioon nii suures ulatuses ei muutunud. MET geeni ekspressioonitase   vähenes   1,41 
korda  (Joonis 8B) ning see tulemus ei ole eelmise  katsega  kooskõlas, kus ekspressioon tõusis 
1,15 korda. SIRT1 ekspressioon oli vähenenud   1,18 korda (Joonis 8C), mis on   kooskõlas  
eelmise katse tulemusega. 
CDK6 geeni ekspressioonitase vähenes   1,2 korda (Joonis 8D) ning see tulemus on kattuv 
eelmiste katsetega. E2F3 ekspressioonitase  vähenes  1,3 korda (Joonis 8E).  
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Joonis 8. miR-34a sihtmärkide  ekspressioonitaseme muutus erinevates ajapunktides. A. Bcl-
2,  B. MET, C. SIRT1, D. CDK6, E. E2F3.  
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3.5. Endogeensete referentskontrollide valiku mõju	  katsetulemustele. 
Kvantitatiivse PCRi puhul võib   tulemuste   kõikumise üheks põhjuseks   olla endogeensete 
referentskontrollide valik. Antud   töös   kasutati   eesnäärmevähi   uurimises enim kasutatavaid 
endogeenseid kontrolle: 18S, ACTB ja GAPDH (Ohl F jt., 2005). Vajda jt oma uurimuses 
näitasid,  et  erinevate  eesnäärmevähi  rakuliinide  jaoks  on  vaja  valida  ja  kontrollida erinevaid 
endogeenseid referentsgeene. Samuti näitas   nende uuring, et endogeensete kontrollide 
ekspressiooni stabiilsus   sõltub   ka   rakuliini   inkubeerimise   tingimustest   isegi   sama   vähitüübi 
korral (Vajda A jt., 2013). 
Käesolevas   töös   uuriti ka sihtmärkgeenide   ekspressiooni iga endogeense kontrolli suhtes 
eraldi (Joonis 9). Lähtudes   nendest andmetest   võib   järeldada,   et   endogeensete   kontrollide  
vahel esineb teatav varieeruvus, mis mõjutab ka   sihtmärkide   arvutatud ekspressioonitaset 
(Joonis 10). Enamasti  jääb ekspressiooni suund siiski samaks (Lisa 1). 
 
Joonis 9. Sihtmärkgeenide  ekspressioonitaseme  muutus  miR-34a miimikuga transfekteeritud 
rakkudes erinevate endogeensete referentsgeenide suhtes ajapunktis 48h. Võrdluseks   on  
kasutatud transfektsiooni negatiivse miimikuga (negmimic). Veapiirid tähistavad  
standardhälvet.  
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Joonis 10. miR-34a sihtmärgi   ekspressiooni   muutus   E2F3 näitel   erinevates   ajapunktides, 
kasutades erinevaid endogeenseid referentsgeene. A. E2F3 ekspressioonitase 18S suhtes; B. 
E2F3 ekspressioonitase ACTB suhtes; C. E2F3 ekspressioonitase GAPDH suhtes. 
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3.6. Järeldused. 
1. Eesnäärmevähi   rakuliinis   PC-3 on suhteliselt madal miR-34a ekspressioonitase ning 
seetõttu  on see rakuliin sobiv mudel miR-34a asendusteraapia metoodika testimiseks. 
miR-34a miimiku transfektsioon tõstab  miR-34a kontsentratsiooni  mitu   suurusjärku.  
Samas   ei   võimalda   käesolevas   töös   kasutatud   kommertsiaalne   TaqMan   süsteem  
eristada miR-34a miimikut protsessitud  küpsest  miR-34a'st.  
2. miR-34a sihtmärkgeenide   ekspressioonitaseme muutus on miR-34a transfektsiooni 
järgselt  varieeruv:  kõige  suurem  erinevus  ilmnes Bcl-2 geeni korral. 
3. Endogeense referentskontrolli valik  mõjutab  sihtmärkide  arvutatud  ekspressioonitaset, 
kuid enamasti on sihtmärkgeenide  ekspressioonitaseme muutus samasuunaline. 
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3.7. Kokkuvõtte 
Käesoleva   töö   eesmärgiks   oli   uurida   sünteetilise  miR-34a miimiku   toimet   sihtmärkgeenide  
ekspressioonile PC-3 rakuliinis. Kasutades kvantitatiivset reaal-aja PCRi hinnati viie 
sihtmärkgeeni   (Bcl-2, E2F3, MET, SIRT1, CDK6) ekspressioonitaseme muutusi miR-34a 
miimikuga transfekteeritud rakkudes. Tulemuste   analüüsimise   käigus   leiti,   et   kõige   suurem  
muutus oli Bcl-2 geenil (kuni 2 korda)  ning  kõige  väiksem  SIRT1 geenil.  
Samuti leiti, et endogeensete referentskontrollide valik mõjutab sihtmärkide   arvutatud  
ekspressioonitaset. Enamasti   on   sihtmärkgeenide   ekspressioonitaseme   muutus   siiski  
samasuunaline 
Käesoleva   töö tulemused   näitavad miR-34a miimiku perspektiivi eesnäärmevähi  
asendusteraapias. Samuti lubavad tulemused   väita,   et   antud   sihtmärkgeenide muutusi on 
võimalik  kasutada  edasises  töös  potentsiaalsete terapeutiliste  lahenduste  väljatöötamisel. 
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Regulatory targets of miR-34a in prostate cancer cells. 
Katerina Shpilka 
4. Summary 
MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs that regulate gene expression on post-
transcriptional level by degradation of complementary mRNA or translational repression. 
miRNAs can regulate up to 50% of the protein coding genes and thus are involved in the 
majority of cellular processes. Downregulation of miRNAs is often a very serious cellular 
event that contributes to the development of human diseases, including cancer. miRNAs, 
which are downregulated in cancer, target multiple oncogenic pathways and therefore have a 
potential of becoming a powerful therapeutic agents. One of such miRNAs is a miR-34a. 
The main aim of current thesis is to analyze a selected regulatory targets of the miR-34a in a 
prostate cancer cells and to estimate potential usefulness of this system in cancer miRNA 
replacement therapy.  
We have measured changes of expression signals of five target genes in the prostate cancer 
cell line PC-3 after the transfection with miR-34a mimic. Using quantitative real-time PCR, 
the biggest change in the expression level was observed for Bcl-2 and the gene with the 
smallest expression change was SIRT1.  
The experiments also revealed that endogenous controls influence the results of expression 
level calculations; however, the direction of the expression level change was not altered. 
In conclusion, miR-34a mimic has a good perspective in prostate cancer replacement therapy. 
The study also shows that five regulatory targets can be used in the development of the test 
system for further possible therapeutic solutions.  
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